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Abstract 
 
c-Jun N-terminal kinase (JNK) family is one of members of mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) superfamily. The JNK signal pathway can be activated by 
cytokines, growth factors, stresses, and so on. Many studies suggest that the JNK 
signal pathway plays a pivotal role in cell differentiation, apoptosis, stress, the 
initiation and progress of considerable human diseases. 
Orphan receptor TR3, a member of nuclear receptor superfamily, is a product of 
immediate early gene which is expressed rapidly after induced by several proliferation 
factors, such as EGF, FGF, NGF, PDGF, phorbol ester, and different apoptosis 
inducers. It is similar in structure with the members of steroid/retinoid receptor 
superfamily that all have a DNA binding region of two zinc fingers and a ligand 
binding region. As a transcription factor, TR3 is involved in proliferation, 
differentiation and apoptosis of cells. 
In our previous study, we found that JNK activator anisomycin can induce TR3 
phosphorylation. After constructing various TR3 deletion mutants (TR3ΔC574、
TR3ΔN98、TR3ΔN50、TR3ΔN74、TR3ΔN84、TR3ΔN92), we identified the JNK 
phosphorylation site located in the region of aa 93-98 in TR3 (93-AT S*P AS-98), 
around which a classic JNK phosphorylation motif-S*P exists. In the present study, 
we further demonstrate that anisomycin induced TR3 phosphorylation through JNK1 
rather than p38 and ERK signals, which is mediated by its upstream factors MAPK 
kinase 4 and MAPK kinase 7. We also mutated the serine into araine at aa 95 site, and 
confirmed that the precise JNK phosphorylation site is serine95. Furthermore, we 
demonstrate that TR3 phosphorylation by JNK coincided with its ubiquitination and 
degradation, resulting in the loss of its mitogenic activity in HEK293T cells. Finally, 
we showed that JNK-induced phosphorylation blocked the DNA binding property of 
TR3 and hence diminished its transactivation activity. 
In conclusion, we，for the first time, have not only determined the precise 
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phosphorylation and ubiquitination, and some signal pathways for TR3 regulated by 
JNK through phosphorylation and ubiquitination. Our study provides the basis for 
further studies of interaction between TR3 and JNK in the development of carcinoma 
and for the screening new drugs to cure TR3-dependent tumors. 
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1  JNK 信号通路 







1.1 JNK 的发现 
1990 年，JM Kyriakis 等人将蛋白质合成抑制剂 CHX（cycloheximide）进行
腹腔注射，发现一个分子量为 54 KD 的应激蛋白激酶被激活，这种激酶可以磷
酸化微管结合蛋白 2
[1]
。随后发现这个激酶的活化需要 Thr 和 Tyr 的双磷酸化[2]。
进一步研究确定 c-Jun 蛋白激酶在 UV 诱导下被激活。由此，这些分子量为 46
和 55KD 蛋白激酶被命名为 c-Jun 氨基末端蛋白激酶(c-Jun N-terminalprotein 
kinases，JNKs)，其活性与 c-Jun 磷酸化正相关。研究表明，这些激酶在调控 c-Jun
转录活性中发挥重要作用
[3，4]
。1994 年人们又进一步证实 SAPKs（Stress-activated 
Protein Kinase）与 JNKs 也是同一种蛋白[5，6]。 
1.2 JNK 编码的基因 
到目前为止，作为丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，JNK 分子含有 11 类蛋白激酶的
亚区，这些亚区构成了蛋白激酶的保守结构，它们能够与 ATP 及底物结合，并
维持蛋白激酶保守的三维立体折叠结构。同其它蛋白激酶一样，JNK 的 N 末端
突出部分(主要是反向β折叠结构)起定位和结合 ATP 的作用，C 末端突出部分
(主要是α螺旋结构)则起辨认底物和锚定 Mg2+-ATP 上磷酸基团的作用（图 1）。
目前，在哺乳动物细胞中发现的编码 JNK 的基因包括 jnk1、jnk2 和 jnk3，其相
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图 1 JNK 晶体结构图（引自[10]） 
Fig.1 Crystal structure of JNK  
 
 
1.3 JNK 的活化 
受紫外线（UV）、γ射线、渗透压、热休克、蛋白合成抑制剂等细胞胁迫因
子，或 TNFα、IL1 等细胞因子以及 G 蛋白偶联受体拮抗物（如血凝酶）的诱导，
MEKK 能调控丝裂原激活的蛋白激酶（MAPK）信号途径，通过磷酸化级联反应，
激活下游激酶，如 JNK 和 p38， 后由 JNK 或 p38 磷酸化各自底物蛋白的丝氨
酸/苏氨酸残基，从而引起一系列的细胞应答（图 2）。 





激活 MEKK2、3 和 4 的胞外刺激因子目前知之较少。就生长因子受体来说，其
效应激酶大多通过接头蛋白与受体连接。已有报道显示，MyD88 就是连接 IL1
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receptor associated factor 2）和 TRADD（TNFR-1-associated death domain protein）
结合后，通过自身的 TRAF 区域（TRAF domain）与 MEKK1 结合并激活 MEKK1 
[21，22]
。另有文章报道，在酵母中克隆的 STE20 基因可能为 MKKK 上游，参与胞
外刺激下的 MKKK 的磷酸化激活。但 STE20 参与 MKKK 激活的精确机制还不
清楚。 
另外，在 ERK MAPK 通路中，小 G 蛋白 Ras 受交换因子 Sos 的刺激进行
GDP-GTP 交换，Raf 在 Ras 的作用下聚集于细胞膜，随后被激活。Sos 与接头蛋
















图 2 由三个级联激酶组成的 MAPK 信号通路（引自[11]） 
Fig.2 MAPK signaling pathway 
 
 
1.3.2 二级激酶 MKK 的激活 
三级激酶 MKKK 被磷酸化激活后，进而磷酸化激活二级激酶 MKK。Rho 单
体 G 蛋白家族成员参与了该过程。Cdc42 和 Rac 是两个参与细胞骨架功能调控
的 Rho 家族成员，它们调控了丝状伪足和 lamellipodia 的形成，也对 IL1 和 TNFα
刺激诱导的 JNK 和 p38 信号通路有调节作用[24-26]。MEKK4 和 MEKK1 上的与
Ras 结合位点相应部位有一个 CRIB 结构域，它是与 Rho G 蛋白家族成员结合的
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1.3.3 一级激酶 MAPK 的激活 
双重特异性蛋白激酶 MKK4 和 MKK7 通过双磷酸化 JNK T 环上的苏氨酸和




活化被破坏。而不同细胞株中 p38 活性的改变也各不相同[42]。MKK7 蛋白激酶主
要由细胞因子激活，MKK4 主要由环境应激所激活。MKK7 是 JNK 的特异性激
酶，MKK4 除了可以激活 JNK 之外，还可以激活 p38。MKK4 和 MKK7 虽然各
自能同时磷酸化 JNK 的苏氨酸和酪氨酸位点，但 MKK4 优先磷酸化 Tyr，而
MKK7 则优先磷酸化 Thr。生化研究发现，MKK4 和 MKK7 可以协同作用分别
磷酸化 Tyr 和 Thr 来激活 JNK[43]。敲除 MKK4 和 MKK7 基因可以阻断由环境胁
迫引起的 JNK 激活，而 MKK7 单个基因敲除可以阻断由炎症细胞因子引起的
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